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摘要 :克隆 整合 被 认为 是 克隆 植物 维持 生态 优势 的 重要 手段 ,其 通过 分 株 间 生理 整合 缓解 资源 异 质 性 带 来 的 压力 。 文 章 以 根 状 
茎 克隆 植物 白 夹 俐 ( Phyllostachys bissetii) 为 研究 对 象 ,探讨 异 质 性 光照 下 克隆 整合 对 自 夹 人 竹 分 株 根 际 土 壤 细菌 生物 特征 的 影 
啊 。 白 夹 竹 克 隆 片段 包含 一 个 近 端 分 株 (proximal ramet) 和 一 个 远 端 分 株 ( distal ramet), 近 问 分 株 或 远 端 分 株 分 别 置 于 8096385 
随 环 境 , 另 一 分 株 置 于 全 光照 环境 ;同时 ,分 株 间 根 状 葵 保持 连接 或 割断 处 理 。 研 究 结 果 表 明 ., 不 论 白 夹 竹 克隆 片段 近 端 分 株 遮 
随 还 是 远 端 分 株 遮 荫 ,克隆 整合 均 显 著 促 进 了 遮 戎 分 株 根 际 土壤 溶解 性 有 机 碳 (DOG) 含 量 和 微生物 生物 量 碳 、 氮 含量 (MBC， 
MBN) ; 根 状 茎 连接 条 件 下 遮 荫 分 株 根 际 土壤 胞 外 N- 乙 酰基 -B- 氮 基 葡 萄 糖苷 酶 (NAGase)< 肽 酶 (Urease ) 活性 显著 高 于 根 状 葵 
割断 处 理 的 遮 靖 分 株 ; 对 遮 戎 分 株 根 际 土壤 基因 组 DNA 的 16S iDNA V3, VA 可 变 区 的 测序 结果 表明 ,可 操作 分 类 单元 ( OTUs) 
归于 13 个 门 ,415 个 属 。 与 根 际 土壤 氮 素 转化 相关 的 菌 群 Nitrosomonadaceae (-uncultured ) , Nitrospira , Nitrospinaceae ( uncultured ) , 
Xanthobacteraceae( uncultured) , Bradyrhizobium 相对 丰 度 较 小 (最 高 值 为 11,8%)。 基 于 OTUs 的 主 成 分 分 析 (PCA ) KH, HEIRS 
割断 处 理 并 没有 对 遮 荫 分 株 根 际 土壤 细菌 生物 群落 结构 产生 显 若 性 影响 。 克 隆 整 合 显著 促进 了 有 遮 荫 分 株 根 际 土壤 C 有 效 性 ， 
进而 刺激 了 微生物 调控 的 土壤 有 机 质 (SOM ) 周转 过 程 。 克 隆 整 合 对 异 质 生 境 下 克隆 植物 土壤 细菌 生物 特征 的 影响 可 能 部 分 
解释 了 克隆 植物 的 生态 优势 。 

关键 词 :克隆 整合 ; 根 际 土壤 ;高 通 量 测序 ;细菌 生物 群落 结构 ;功能 元 余 
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Abstract: Clonal integration plays an important role for clonal plants during adaptation to heterogeneous habitats, by 
enhancing the survival of clonal fragments, thus, improving growth performance. An in-situ experiment was conducted using 
a clonal fragment of Phyllostachys bissetii with two successive ramets. We focused on microbial properties in the rhizosphere 
soil-of shaded, distal, or proximal ramet. Shading (8096 shading) was applied to distal or proximal ramets, respectively , 
whereas counterparts were placed in full sunlight. The rhizome between two successive ramets was either severed or retained 
intact. In present study, dissolved organic carbon (DOC) , microbial biomass, and two extracellular enzymes ( N-acetyl-B- 


D-glucosaminidase, urease) were investigated in the rhizosphere soil of shaded distal and proximal ramets. The composition 
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of the soil microbial community in the rhizosphere of shaded distal and proximal ramets was confirmed. The key results of 
this study are as follows; DOC in the rhizosphere soil of shaded distal or proximal ramets was significantly increased by 
clonal integration. Furthermore, increased microbial biomass carbon and nitrogen (MBC, MBN) were observed in the 
rhizosphere soil of shaded distal and proximal ramets. Clonal integration significantly enhanced the activities of N-acetyl-B- 
D-glucosaminidase (NAGase) and urease in the rhizosphere soil of shaded distal and proximal ramets. A total of 556519 
reads and 18898 OTUs were obtained from the 12 soil samples through Illumina Miseq sequencing. The bacterial OTUs were 
assigned into 13 different phyla and 415 genera. Nitrosomonadaceae( uncultured) , Nitrospira , Nitrospinaceae (uncultured ) , 
Xanthobacteraceae ( uncultured ) , Bradyrhizobium were associated with soil N cycling, with low relative abundance. The 
results of principal component analysis revealed that the effect of clonal integration on the composition of the soil microbial 
community in the rhizosphere of shaded distal and proximal ramets were not significant, sharing similar microbial diversity at 
the OTU level. In summary, C availability and soil microbial biomass were significantly increased by clonal integration in 
the rhizosphere soil of shaded distal and proximal ramets and further stimulated the turnover of soil organic matter mediated 
by soil microbes in the rhizosphere. We tentatively conclude that the effect of clonal integration on soil microbial properties 
in the rhizosphere soil may partly explain the important ecological advantage of clonal plants, especially the species 


subjected to heterogeneous light habitats. 
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FA Foe EAE AR , IH. BY BS a a) f] AR ` 根 状 苍 等 水 平 结构 连接 在 一 起 ,并 且 相 连 分 株 间 存 在 
物质 传递 (如 光合 产物 .水 分 .养分 等 ) ,这 被 称 为 充 隆 整合 Cclonal integration ) 水 
分 等 物质 的 克隆 整合 格局 同位 素 示 踪 以 及 染料 标记 等 的 研究 结果 表明 ,同化 产物 在 克隆 片段 内 有 既 可 以 顶 回 传 
输 (acropetal transport) , 即 流 问 远 端 分 株 (distal ramet) ;也 可 以 其 癌 传输 (basipetal transport ) , 即 流 回 近 端 分 株 
(proximal ramet) ^ ,. [SJ ,克隆 整合 可 能 是 克隆 植物 维持 生态 优势 的 重要 手段 ,其 通过 分 株 间 生 理 整 合 缓解 
资源 异 质 性 (光照 等 ) 市 来 的 压力 6 

释放 到 根 际 环境 中 的 植物 根系 分 泌 物 被 认为 是 投入 到 土壤 中 易 分 解 碳 最 主要 的 来 源 ”。 这 些 易 分 解 的 
有 机 质 成 为 异 养 根 际 微生物 重要 的 能 量 来 源 、 结 构 物质 ,能 够 促进 根系 微生物 的 快速 生长 和 繁殖 “。 土 壤 有 
机 质 矿 化 作用 是 受 土 壤 酶 催化 的 复 林 生物 化 学 过 程 ,这 其 中 土壤 酶 主要 来 源 于 土壤 微生物 。 土 壤 微生物 
代谢 活动 产生 的 酶 类 ,一 部 分 参与 自身 生理 代谢 , 另 一 部 分 通过 排泄 或 分 泌 到 土壤 基质 中 ,被 认为 是 为 土壤 微 
生物 活性 的 敏感 指示 。 因此, 根 际 生 态 过 程 (如 有 机 质 降解 等 ) 及 养分 有 效 性 可 能 受到 土壤 微生物 活性 及 
其 群落 结构 变化 的 影响 。 

ER LARES 动态 变 化 的 系统 ,关于 土壤 代谢 过 程 (有 机 质 降解 、 硝 化 过 程 .土壤 呼吸 等 ) 以 及 特定 
士 壤 酶 活性 (脲酶 , 重 白 酶 .木质 素 酶 等 ) 的 研究 ,间接 揭示 了 土壤 微生物 在 生态 系统 养分 循环 中 的 重要 作 
用 “ 。 土 壤 微 生物 群落 结构 主要 由 群落 的 种 类 和 种 间 差 异 来 描述 。 土 壤 微 生物 通常 种 类 繁多 .数量 巨大 ,加 
之 土壤 介质 本 号 的 复杂 多 变 , 传 统 的 分 离 培养 方法 仅仅 能 租 选 出 极 少数 的 土壤 微生物 (1% 一 10% ) ,而 绝 大 多 
数 土 壤 微 生物 在 实验 室 条 件 下 难以 培养 .鉴定 ”。20 世纪 90 年 代 以 来 ,DNA 测序 技术 快速 发 展 并 在 分 子 生 
态 学 上 得 到 广泛 应 用 ,16S rDNA 测序 被 越 来 越 多 的 研究 人 员 应 用 于 环境 中 细菌 的 群落 结构 分 析 “” ” RUE 
究 中 ,我 们 采集 日 夹 人 竹 庶 阴 分 株 ( 近 站 分 株 , 远 端 分 株 ) 的 根 际 土壤 ,对 溶解 性 有 机 碳 、 微 生物 生物 量 、 土 壤 酶 
活性 进行 测定 以 研究 克隆 整合 对 异 质 性 光照 下 日 夹 竹 分 株 根 际 土壤 生物 过 程 的 影响 ;同时 ,提取 根 际 土壤 基 
因 组 DNA ,进行 16S rDNA 测序 来 研究 分 株 间 资源 共享 对 异 质 性 光照 下 白 夹 人 竹 分 株 根 际 土壤 的 细菌 群落 结构 
DEADE 
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1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

HNT (Phyllostachys bissetii) LPRA KAT VU) MIT , ANAS BE Gramineae ) Pll 77 J (Phyllostachys ) 小 型 竹 
种 , 竿 高 3 一 6m , 粗 约 2cm , 它 通 过 地 下 根 状 葵 ( 人 竹 鞭 ,rhizome ) 在 水 平 空 间 拓展 ,是 典型 的 克隆 植物 。 产 浙江 、 
四 川 , 竿 作 柄 材 或 篮 用 , 筹 食 用 ,同时 是 大 熊猫 的 主食 人 竹 之 一 。 
1.2 实验 设计 

实验 样 地 位 于 四 川 省 下 屿 市 南 宝 山 镇 (103"14'14" 上 ,30?"14'31"N ) ,海拔 1217m ,年 均 温 16.3%C ,年 降雨 量 
1117.3mm。2015 年 12 H ,选择 地 势 较 为 平 绥 的 白 夹 竹 纯 林 作为 实验 处 理 区 域 。 选 择 分 株 大 小 、 人 竹 共 间距 一 
致 的 日 夹 竹 元 隆 片段 (包含 通过 人 往 对 相连 的 日 夹 竹 分 株 ) ,分 别 标记 近 端 分 株 和 远 闪 分 株 : 

整个 实验 包含 两 个 处 理 组 ; 顶 向 处 理 组 , 即 克 隆 片 段 中 远 端 分 株 处 于 8090318 14A dx , VLA 2] PR RET YE K 
光照 ; 基 同 处 理 组 , 即 克 隆 片段 中 近 端 分 株 处 于 8096385 DAR zx , XU 2T PRA T E 358 2688 5. 23 TRIB] BS A Ah 
于 荐 断 或 达 接 处 理 。 实 验 过 程 采 取 如 下 人 处理, 以 排除 外 界 土壤 对 遮 冰 分 株 根 际 生态 过 程 的 影响 :以 白 夹 竹 分 
株 笔 基 部 为 中 心 (50cmx50cm ) 进行 挖 沟 , 深 度 50em ,之 后 对 分 株 根部 土 块 周围 包 右 聚 乙 烯 腊 和 PVC 板材 。 
R CH RUNI PVC 板材 主要 用 于 防止 外 部 土壤 环境 中 水 分 养分 渗入 到 白 夹 竹 分 株 根部 土 块 中 。 同 时 ,分 株 根 
部 土 块 表 面 覆 盖 遮 阳 网 ,以 防止 落叶 等 凋落 物 对 实验 的 影响 。 实 验 设 计 如 图 工 所 示 。 每 种 实验 处 理 进 行 10 
次 重复 。 上 述 实验 处 理工 作 于 2015 年 1 月 中 旬 全 部 完成 。 

近 端 分 析 远 端 分 株 ravers 近 端 分 株 


80% 遮 荫 


80% 遮 荫 


根 状 蕉 割断 


ERIM LER CAP V CARAT 
图 1 实验 设计 图 
Fig.1 Schematic diagram of experiment design 


2016 4F 8 H 12 H, RH BHRIA” BAC s Hr Bc ETT Bch PERS] FE TP RAR Bs HEP AR 
于 根系 表面 约 4mm UA AY BEE AAR s EE HFH HP AEWRE , ist 8 ( «2mm ) Je f E PPR A 
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的 自封 袋 中 ,并 保存 于 -80% 超低温 冰箱 中 备用 。 
13 土壤 理化 指标 测定 

根 际 土壤 微生物 生物 量 碳 、 拓 (MBC or MBN) 的 测定 采用 氯仿 更 蒸 法 (chloroform-fumigation extraction 
method with fumigation at atmospheric pressure, CFAP) ” , JH 0.5mol/L K.SO, 深 液 对 进行 氯仿 熏蒸 处 理 以 及 
未 进行 早 莱 处 理 的 根 际 土壤 进行 浸 提 , 浸 提 液 过 滤 后 通过 TOC/TN 分 析 仪 (TOC-L analyzer, SHIMADZU, 
Japan) 进行 溶解 性 有 机 碳 ( DOC) 以 及 溶解 性 有 机 毛 (DON ) 含 量 的 测定 。 微 生物 生物 量 的 计算 通过 以 下 的 公 
式 进行 计算 。 


MBC(N)= 2.22xE, 
式 中 ,是 进行 氧 仿 熙 蒸 处 理 与 未 进行 时 蒸 处 理 的 浸 提 液 咨 解 性 碳 、 氨 合 量 差 值 。 

N- 乙 酰基 -B-D- 氮 基 葡 萄 糖 酶 (N-acetyl-B-D-glucosaminidase,NAGase) 活性 采用 Parham Ail Deng"! 的 方法 
进行 测定 ,NAGase 活性 表达 为 每 克 鲜 土 培养 1h 后 释放 的 p-nitrophenol 的 微克 数 ;脲酶 (Urease) 活 性 的 测定 根 
据 Kandeler 等 “的 方法 ,以 尿素 为 底 物 ,脲酶 活性 表达 为 每 克 干 土 在 37C 下 培养 2h 后 每 毫升 漫 提 液 中 水 解 
AUR SER 
14 土壤 样本 高 通 量 测序 

采用 “GENEOUT 土壤 DNA 提取 试剂 盒 ”( LabGene ,成 都 ) ,按照 操作 说 明 提 取 土 壤 微 生物 基因 组 DNA, 
并 进行 1% 凝 胶 电 泳 检 测 。 引 物 338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') 和 806R ( 5'-GGACTA 
CHVGGGTWTCTAAT- 3’ ) gt FASE 34 4H 16S rRNA 基因 的 V3 V4 HP 28 I | PCR 反应 采用 20uL 反应 体 
A :4uL 5x Fast Pfu buffer WYK, 2uL 2.5 mmol/L dNTPs WRX, 0.4uL .E70$5| (Spmol/L) 及 0.4uL 下 游 引 物 
(Sumol/L) , 0.4L Fast Pfu polymerase 酶 , 以 及 10ng 模 板 DNA; 补 是 ddH,O 22 20&L, PCR 反应 退火 温度 是 
55'C , HEAT PCR 反应 的 特异 性 引物 需要 包含 以 下 特征 :1 合适 的 lumina 接头 序列 使 得 amplicons 与 流动 本 
(flow cell) 连接 ;2) 一 个 8bp 的 标签 序列 (index sequence) , {fl barcode ;3) 特异 性 扩 增 上 述 目的 片段 。 同 时 
为 满足 后 续 数据 分 析 的 准确 性 以 及 可 靠 性 ,PCR 反应 尽 可 能 采用 少 的 循环 数 , 并 保证 每 个 样本 扩 增 的 循环 数 
一 致 。 

每 个 样品 PCR 反应 重复 3 次 ,将 同一 样本 的 PCR 产物 混合 后 用 2% 的 珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。Amplicons 
采用 Axy Prep DNA Gel Extraction Kit ( Axygen Biosciences, Union City, CA, USA) 试剂 盒 进行 纯化 。 扩 增 子 用 
QuantiFluor"" -ST OKICE t& AK Bt ( Promega, USA ) 进行 检测 定量 ,纯化 后 的 扩 增 产物 进行 等 摩尔 量 混 合 。 
PhiX Contral library 与 Amplicons library 进行 混合 ,然后 在 Ilumina Miseq platform ( Majorbio, Shanghai, China) 
进行 双 端 测序 (paired-end sequence ,2x300) 。 

15 数据 与 生物 信息 分 析 

采用 单 因 素 方差 分 析 ( one-way ANOVA ) 分 析 根 状 茎 连接 与 割断 处 理 对 描 防 日 夹 竹 分 株 根 际 土壤 酶 活性 、 
DOC 和 微生物 生物 量 的 影响 。 数 据 分 析 以 及 图 表 处 理 采 用 SPSS 22 软件 (SPSS, Chicago IL USA) 和 Origin 
Pro 9 软件 (9riginLab Corp., Massachusetts USA) 完成 。 

Miseq 原始 测序 数据 ; 根据 标签 序列 将 双 端 测序 序列 提取 出 来 5 进一步 的 read 过 滤 处 理 包括 :1 ) BN RS | 
序列 ;2 ) 过滤 read 尾部 质量 值 20 以 下 的 碱 基 , 设 置 50bp 大 小 的 滑动 窗口 Aaa APES EHR 20 从 窗口 
开始 截 去 后 端 碱 基 ;3 ) 移 除 小 于 50bp 的 truncated reads , Aw ey YJ ,去 除 掉 存 在 引物 错 配 AS hE EY 
序列 ;同时 ,根据 PE reads ZZ IRI BUE ERAS ZR ,将 成 对 的 reads 拼接 成 一 条 序列 , 重 闭 序列 的 最 小 长 度 为 10bp; 拼 
接 序列 的 overlap 区 允许 的 最 大 错 配 比率 为 0.2 , 乌 选 不 符合 序列 ;根据 序列 首尾 两 端的 barcode 和 引物 区 分 样 
in ,并 调整 序列 方 同 , barcode 允许 的 错 配 数 为 0, 最 大 引物 错 配 数 为 2。 经 过 质量 控制 .过 滤 的 Contigs 采用 
QIIME( version 1.17) 软件 进行 后 续 剪 切 去 复 和 分 类 学 归 类 。 对 于 优化 后 的 contigs 提取 非 重 复 序 列 . 主要 为 
了 降低 分 析 中 间 过 程 兄 余 计 算 量 ;去 掉 没 有 重复 的 单 序列 。 按 照 97% 的 相似 性 将 非 重复 序列 序列 进行 同 源 
比 对 并 聚 类 成 可 操作 分 类 单元 ( OTU) , 聚 类 过 程 中 通过 UCHIME 确认 并 剔除 序列 衣 合 体 , 从 而 得 到 OTU 代表 
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序列 ;然后 将 所 有 优化 后 的 contigs 映射 到 OTU 代表 序列 , 选 出 与 OTU 代表 序列 相似 性 在 97% 以 上 的 , 归 类 到 
相应 的 OTU 组 别 里 :所 ORIG ,与 数据 库 Silva Release119 ( https: //www. arb-silva. de/documentation/release- 
119) 进行 比 对 (uclust,identity 0.9) 。 

采用 Mothur ( v1.12.1) 软件 制作 稀释 性 曲线 以 确定 测序 数据 闪 度 以 及 合理 性 ,并 计算 反应 梢 群 多 样 性 的 
香农 指数 (Shannon index) 。 基 于 样本 OTUs 的 主 成 分 分 析 (PCA) FA OR 语言 完成 ,并 Vegan 2.0 package fF 
PCA 图 。 


2 研究 结果 


2.1 土壤 性 质 

顶 向 处 理 组 中 , 根 状 荃 连接 的 遮 戎 远 端 分 株 具 有 比 根 状 荃 切断 遮 茸 分 株 更 高 的 根 际 土壤 DOC, MBC, 
MBN 含量 ,其 中 MBC MBN 含量 差异 显著 (图 2) ;在 基 向 处 理 组 中 , 根 状 茎 连接 的 近 端 分 株 遮 防 后 具有 比 根 
状 茎 割断 处 理 的 遮 随 分 株 更 高 的 DOC .MBC 和 MBN 含量 ,差异 均 达 到 显著 水 平 ( 图 :2) 。 


溶解 性 有 机 碳 微生物 生物 量 碳 WEH EDEK 
DOC MBC MBN 
|_| 连接 分 株 


割断 分 株 


160 


* 
* 


含量 Content/(mg/kg) 


80 


顶 向 处 理 组 | H 


A tal treatment NN 
cropetal treatmen WS i 


顶 向 处 理 组 


Acropetal treatment SS 


基 向 处 理 组 


Basipetal treatment NN 


顶 向 处 理 组 


Acropetal treatment WC " 


基 向 处 理 组 


Basipetal treatment NN 


基 向 处 理 组 


Basipetal treatment WN 


图 2 遮 萌 分 株 根 际 土壤 溶解 性 有 机 碳 (DOC ) ,微生物 生物 量 碳 ( MBC) ,微生物 生物 量 氮 ( MBN ) 含量 
Fig.2 Contents of DOC, MBC, MBN in the rhizosphere soil of shaded distal, proximal ramets 
差异 显著 性 依次 为 ””P<0.01,”P<0.05 


无 论 在 项 回 处 理 组 还 是 基 癌 处 理 组 中 , 根 状 茎 连接 的 遮 靖 分 株 较 根 状 茎 切断 的 庶 靖 分 株 具 有 更 高 的 
NAGase , Urease 活性 (图 3)。 顶 癌 处 理 组 中 , 根 状 茎 连接 状态 下 的 遮 防 远 端 分 株 根 际 土壤 的 NAGase 活性 显 
车 高 于 根 状 茎 制 断 处 理 的 庶 防 远 问 分 株 , 但 这 种 显著 性 差异 并 没有 在 基 癌 处 理 组 中 观测 到 ;而 对 Urease 活性 
来 说 ,不 论 是 顶 加 处 理 还 是 基 癌 处 理 ,差异 均 达 到 显著 性 水 平 (图 3)。 

根 状 荃 连接 状态 .同化 产物 传输 方向 以 及 二 者 交互 作用 对 遗 防 分 株 根 际 土壤 特征 的 双 因 素 方 差分 析 结 
如 表 1 所 示 。 根 状 蕉 连接 状态 (连接 .上 断 开 ) 对 遗 蝴 分 株 根 际 土壤 DOC 微生物 生物 量 、 胞 外 酶 活性 均 产 生 了 
显著 性 影响 ; 遗 萌 分 株 根 际 土壤 微生物 生物 量 Urease 活性 显著 则 受到 同化 产物 传输 方向 ( 顶 向 , 3 e ) B] 
eM] ; 除 Urease 活性 , 根 际 土壤 DOC 微生物 生物 量 NAGase 活性 均 受 到 根 状 茎 连接 状态 、 同 化 产物 传输 方 
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| |] 连接 分 株 
QUA B 
Hi pE 77 | i 
HSE 120 " YY 77 7 E 
e s s c= s As 


图 3 遮 荫 分 株 根 际 土壤 胞 外 酶 (NACase，Uiease) 活性 


Fig.3 Extracellular enzyme activities in the rhizosphere soil of shaded ramet 
癌 以 及 二 者 交互 作用 的 显著 影响 。 


R1 RAK BERRA ERE TT) 、 同 化 产物 传输 方向 ( 顶 向 、 基 向 ) 对 遮 萌 分 株 根 际 土壤 特征 .土壤 胞 外 酶 活性 的 双 因 素 方 差分 析 结 果 
Table 1 Result of significance test for soil properties and soil enzyme activities in the rhizosphere soil of shaded, distal or proximal ramet. The 
effect of rhizome connection status ( connected or severed), direction of photosynthates transport ( acropetal transport or basipetal transport) and 


their interaction were tested in two-way ANOVAS 


土壤 特征 土壤 胞 外 酶 活性 
处 理 Treatment Soil properties Soil extracellular enzyme activities 
DOC MBC MBN NAGase Urease 
根 状 茎 连接 状态 Rhizome connection status 32.269 ** 21.281 ** 54.726 ** 35.028 ** 24.291 ** 
一 A> 
PIEP H fet Ay 1.867 90.613 ** 35.748 ** 0.13 40.78 ** 


Direction of assimilates transport 


根 状 蕉 连接 状态 x 同 化 产物 传输 方向 
Rhizome connection statusx Direction of 11.248 * 9.728 * 11.605 ** 6.698 * 0.158 
assimilates transport 


表 中 数字 为 Ff 值 ,显著 性 检验 表示 为 * * P«0.01, * P«0.05; DOC: 1&5 TE HLM, dissolved organic carbon; MBC: 微 生物 生物 量 碳 ， 
microbial biomass carbon ; MBN :微生物 生物 量 氮 microbial biomass nitrogen 


2.2. Ilumina Miseq 测序 分 析 

通过 Ilumina Miseq 测序 ,从 4 个 处 理 各 3 个 重复 共 12 个 土壤 样品 中 总 共 得 到 了 556519 条 序列 和 18898 
条 可 操作 分 类 单元 ( operational taxonomic unit，OTU ) 。 样本 的 DNA 文库 中 包含 38478 到 55004 个 不 等 的 序列 
(reads) , OTU 数目 从 1244 到 1755 不 等 ( 表 2)。 稀释 性 曲线 达到 平台 期 表明 测序 序列 的 数据 量 是 合理 的 , 意 
即 样本 产生 再 多 数量 的 序列 也 对 最 终 不 同样 本 中 的 OTUs 数目 没有 太 大 贡献 .下 。 本 研究 中 的 稀释 性 曲线 表 
Hj] , 根 状 葵 连 接 的 白 夹 竹 遮 萌 近 端 分 株 根 际 土壤 (Sample 2) 中 的 OTUs 数量 与 其 余 样 品 之 间 存 在 较 大 差异 ; 同 
时 样品 4,8,9,3,11 与 样本 1,12,5,6,7,10 之 间 OTUs 数目 存在 微弱 差异 。 但 整体 来 看 ,所 有 的 样本 的 OTUs 
数目 差距 不 大 (图 4, 表 2) ,表明 不 同根 状 葵 连接 状态 (割断 ,连接 ) B H Se TOES DT APR C63 23 VR , VILIS 2] TR ) 
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根 际 土壤 的 OTU 数目 并 不 存在 显 车 性 差异 。 通 过 计算 a 多 样 性 指数 ( Shannon index) ,发 现 殉 隆 整 合 对 日 夹 
竹 遮 其 分 株 ( 远 端 分 株 , 近 端 分 株 ) 根 际 土壤 细 天 群落 多 样 性 的 影响 并 没有 达到 显著 水 平 。 


表 2 土壤 样本 Miseq 测序 结果 以 及 采样 区 域 的 细菌 多 样 性 评估 


Table 2 Miseq sequencing results of each soil sample and diversity estimates for each sampling site 


测序 结果 Sequencing results 


多 样 性 参数 Diversity estimates 


土壤 样品 编号 
Sample ID 原始 序列 可 操作 分 类 单元 ACE 丰 度 Chao 物种 丰 度 香农 指数 
Reads OTUs ACE Chao Shannon 
1 44509 1592 1841 1844 6.06 
2 43129 1244 1370 1412 6.15 
3 42913 1672 1909 1944 6.26 
4 41368 1755 1950 1973 6.45 
5 51281 1545 1763 1770 6.01 
6 38478 1530 1770 1752 5.95 
7 54801 1493 1748 1776 5.94 
8 43212 1702 1895 1905 6.39 
9 48047 1704 1939 1949 6.28 
10 55004 1427 1627 1651 6.13 
11 46386 1659 1857 1873 6.32 
12 47391 1575 1793 1853 6.11 


编号 1 一 3: 土 样 来 自 基 向 处 理 组 根 状 茎 连接 的 遮 萌 近 端 分 株 ;编号 4 一 6: 土 样 来 自 基 向 处 理 组 根 状 荃 断 开 的 遮 萌 近 端 分 株 ; 编号 7 一 9: 土 样 
来 自 顶 向 处 理 组 根 状 蕉 连接 的 遮 英 远 端 分 株 ; 编 号 10 一 12: 土 样 来 自 顶 向 处 理 组 根 状 荃 割 断 的 遮 英 远 端 分 株 


序列 比 对 结果 表明 ,所 有 土壤 样本 的 OTUs 归属 于 
13 个 门 (phylum) ,419 个 属 (genus) (相对 丰 度 低 于 196 
的 阔 群 归于 others 组 中 ) (图 5, 图 6, 表 2)。 其 中 变形 
fall ] ( Proteobacteria) ,2¢75 FAT ] (Chloroflexi) TT ENT 
( Acidobacteria) TE Pr FE m FY ph RRE, A A 
l] ( Thermotogae ) 21H AXE Tot 5] Ach FZ BP JE TT 38S 3 2T 
株 根 际 土壤 中 被 发 现 ,在 基 回 处 理 组 则 未 发 现 。 

Xanthobacteraceae ( uncultured ) 包含 一 属 Azorhizobium , 
具有 共生 固氮 能 力 , 其 在 顶 问 处 理 组 中 最 大 丰 度 为 
2.05% , TE [n] Ab IEH "Poe X ERN 2.9996 (图 5, Al 
6), 5 —fp ERA JE Bradyrhizobium ,相对 丰 度 最 高 为 
3.0796, Nitrosomonadaceae ( uncultured ) 隶属 B-Æ JÉ W 
纲 ,该 科 包 含 的 亚 硝化 单 胞 菌 属 ( Nitrosomonas ) 以 及 亚 
MEIR EHE ( Nitrosospira ) 土壤 细菌 调控 着 狂 盐 向 亚 硝 


Label: 0.97 
1800 L 
5 97 
EA 
O 1200 
Ez 
TR 
x 
k 600 
x 
RS 
T 
0 
0 10000 20000 30000 
样本 序列 数 


Number of reads sampled 


图 4 所 有 样本 基于 OTU 数目 的 稀释 性 曲线 (97% 相 似 度 ) 
Fig.4 Rarefaction curves of the OTU number at 97% similarity 


for every soil sample 


酸 盐 转化 的 氮 氧 化 过 程 ,是 土壤 生态 环境 中 重要 的 氮 氧 化 细菌 (AOB) ” 。 本 研究 中 ,项 向 处 理 组 中 其 相对 丰 


度 从 1.17% 到 3.96% ,而 基 向 处 理 组 中 其 相对 丰 度 较 高 (2.43% 一 11.80% ) (图 5, 图 6)。 

在 所 有 的 土壤 样品 均 检 测 出 了 硝化 螺 菌 门 (Nitrospirae ) 的 土壤 微生物 ,相对 丰 度 1.77% 一 7.83% 不 等 (图 
5,32€ 3) 。 该 门 仅 包 含 一 单 科 硝化 螺 菌 科 (Nitrospiraceae ) , HARE AY i 5 Ba JS ( Nitrospira ) 可 将 亚 硝酸 盐 转 化 
成 硝酸 盐 , 是 N 素 循 环 过 程 中 重要 的 硝化 细菌 :的 。 顶 向 处 理 组 中 ，Niirospira 相对 丰 度 从 0.77% 到 2.71% , 基 
回 处 理 组 中 其 相对 丰 度 从 1.76968] 55.63% AE (ALS, FR] 6), Nitrospinaceae ( uncultured ) Æ ERPE m 2 中 发 现 
(相对 丰 度 1.4196) (16), Nitrospira 和 Nitrospinaceae 均 是 重要 的 亚 硝 酸 盐 氧化 细菌 ( NOB)'*|，。 
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SŠ 
3 
mS 
it 8 
RS 
E: 
S 
1 2 4 5 6 7 10 11 12 
样本 编号 Sample number 
mm 4-29 norank ES TRA3-20 norank me Subgroup 6 norank 
mm Subgroup 22 norank mw S085 norank E Planctomycetaceae uncultured 
mW OMI190 norank EE Nitrospinaceae uncultured EN Ktedonobacterales unclassified 
EN KD4-96 norank EH JG37-AG-20 norank ES JG30a-KF-32 norank 
EH GR-WP33-30 norank EN GALI5 ES BacC-u-018 norank 
mw GI2-WMSPI norank — DA111 norank mm Bacteria unclassified 
EE DAIOI soil group norank mm 慢 生 根瘤 菌 属 Bradyrhizobium EE 0319-6A21 norank 
EE Xanthomonadales norank mw TK10 norank Em Haliangium 
mw Subgroup 2 norank EN Rhizomicrobium EE OPB35 soil group norank 
mm 硝化 螺 菌 门 Nitrospira mm Myxococcales norank EE Bryobacter 
EN JG37-AG-4 norank EN JG30-KF-AS9 norank EN HSB OF53-F07_norank 
mm +F HE Geobacter EE Gaiellales_norank mu 们 克 氏 菌 属 Burkholderia 
Ew FCPS473 norank mw Candidatus Solibacter mm 芽孢 杆菌 属 Bacillus 
EE Acidimicrobiales norank mm jue mE Acidothermus EN 其 他 Others 
mm 酸 杆 菌 科 亚 组 1- 未 培养 Acidobacteriaceae_ Subgroup 1 uncultured mm 芽 单 胞 菌 科 - 未 培养 Gemmatimonadaceae uncultured 


Em 大 氧 绳 菌 科 -未 培养 Anaerolineaceae uncultured 
ES Candidate division WS3 norank 


me 亚 硝化 单 胞 菌 科 - 未 培养 Nitrosomonadaceae_ uncultured 


EN Desulfuromonadales unclassified 


mm 黄色 杆菌 科 - 未 培养 Xanthobacteraceae uncultured 


图 5 


土壤 样本 基于 属 水 平 的 细菌 群落 组 成 


Fig.5 Bacterial community composition of soil samples based on relative abundance at genus level 


3. 讨论 
光合 产物 等 物质 在 克隆 分 株 间 的 运输 ( 顶 癌 、 基 疝 传输 ) 对 克隆 植物 生长 有 着 重要 生态 意义 ,特别 是 处 于 


资源 异 质 性 斑 块 下 的 克隆 植物 IU 。 已 有 研究 表明 ,生长 在 适宜 生境 斑 块 的 克隆 分 株 会 传输 新 形成 的 同化 产 
物 给 生境 条 件 相 对 恶劣 斑 块 中 的 分 株 , 以 缓解 其 受到 限制 的 光合 能 力 或 养分 摄取 能 力 ” 。 本 研究 中 , 根 状 蕉 
连接 的 遮 戎 分 株 根 际 土壤 较 高 的 DOC 含量 ,表明 元 隆 整 合 提 高 了 日 夹 狂 庶 靖 分 株 根 际 土壤 的 C 有 效 性 ,暗示 
本 日 夹 竹 分 株 间 克隆 整合 的 存在 。 在 树木 环 制 实验 中 ,由 于 新 形成 的 光合 产物 向 根系 的 传输 被 打 断 ,从 而 前 
弱 了 根 际 沉积 ” 。 克 隆 整 合 对 易 分 解 碳 的 影响 与 环 割 实验 的 影响 是 相似 的 , 即 根 状 荃 割 断 处 理 的 诞 英 分 株 
( 远 端 分 株 , 近 端 分 株 ) 根 际 土壤 的 DOC 以 及 MBC 明显 降低 。 同 样 地 ,先前 的 一 项 钾 凶 茎 草本 克隆 植物 的 人 研 
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R 也 取得 T 相 似 的 结 a o — 硝 化 刺 菌 科 ( 未 培养 ) Nitrospinaceae_uncultured 
T RME VI aic 的 胞 外 Ig ( 如 纤 维 ES Kt S Ak Di ES Rig = EA dl RE 
Af Sb 2E] 455 ET A7 : Age FT [30] mm 慢 生 根瘤 菌 属 Bradyrhizobium 
SF ) 能 再 s t HE Ai BL 质 FE Án à Te BN 化 oF 过 te 2 mm 黄色 杆菌 科 ( 未 培养 ) Xanthobacteraceae uncultured 


NAGase 参与 的 壳 多 糖水 解 1 ,是 土壤 中 有 机 碳 的 重要 
来 源 之 一 521。 细菌 和 真菌 均 可 以 产生 NAGase' 5 。 20 
Urease d: AHMA, ZZ D EC PELA BST PE P E 3 其 在 NN 


— 
Nn 


素 矿 化 过 程 中 起 着 重要 作用 。 因 此 , 相 比 割断 分 
PR ,克隆 整合 导致 的 遮 了 机 分 株 ( 远 端 分 株 , 近 端 分 株 ) AR 
际 土 壤 较 高 的 微生物 生物 量 (MBC MBN ) 可 能 是 上 述 
两 种 水 解 酶 活性 增强 的 重要 原因 。 同 时 , 根 状 蕉 连接 状 
AS .同化 产物 传输 的 方向 性 对 土壤 胞 外 酶 显著 影响 表明 
克隆 整合 的 方向 性 对 土壤 有 机 质 降解 可 能 产生 不 同 的 
影响 ( 表 1) ,个 中 机 制 则 需 更 多 人 研究 证 明 。 SES 


= 
© 


相对 丰 度 
Relative abundance/% 


Nn 


4 5 6 7 8 9 10 11 12 
样品 编号 Sample number 


主 成 分 分 析 (PCA) 作为 一 种 对 原 有 的 复杂 数据 降 


维 ,简化 .分析 的 技术 ,是 分 析 环 境 微生物 群落 结构 变化 。 图 6 土壤 样本 中 ,与 N 素 转 化 相关 的 细菌 功能 群 的 相对 让 度 


的 重要 手段 ”。 基 于 OTU 水 平 的 PCA 分 析 表 明 ,无 论 


Fig.6 Relative abundance of bacterial functional group associated 


with N turnover in soil samples 


是 在 顶 癌 处 理 中 还 是 在 基 回 处 理 中 , 根 状 葵 连接 处 理 与 
制 汤 处 理 下 的 庶 阴 分 株 根 际 土壤 拥有 相似 的 细菌 群 
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图 7 基于 属 水 平 的 土壤 细菌 群落 组 成 的 主 成 分 分 析 图 


Fig.7 Microbial community composition described by principal component analysis (PCA) based on genus level information 
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JM. BIST BUSH Glechoma longituba 生理 整合 的 研究 结果 表明 ,克隆 整合 显著 改变 了 遮 荫 
分 株 根 际 土壤 微生物 群落 组 成 ,进而 促进 了 根 际 生 物 过 程 “%” 。 而 我 们 的 研究 结果 与 之 不 同 。 根 际 土壤 C 
投入 将 会 导致 土壤 有 机 质 周转 、 微 生物 活性 的 短期 变化 ” ,而 土壤 微生物 群落 种 类 多 ,数量 大 ,土壤 生态 系统 
似乎 存在 一 定 程度 的 功能 元 余 (redundancy of function) ,如 ,微生物 多 样 性 与 有 机 质 降解 之 间 并 不 存在 直接 的 
联系 。 茶 种 土壤 微生物 数量 的 前 减 对 特定 的 土壤 生物 过 程 造成 的 影响 微乎其微 ,因为 其 他 土壤 微生物 可 能 也 
执行 这 种 功能 ””。 这 种 功能 见 余 可 能 作为 一 种 保障 策略 (insurance hypothesis ) ,在 不 稳定 的 生态 系统 中 ;这 
些 “ 元 余 " 物 种 可 能 起 到 维持 系统 生态 平衡 的 作用 ”。 因 此 ,功能 “元 余 种 ”的 存在 可 能 使 得 土壤 细菌 群落 保 
持 较 高 Wa xE TE C^ ( resilience of soil microbial community ) , 从 而 造成 土壤 细菌 群落 对 克隆 整合 造成 的 根 际 
土壤 C 投入 响应 “ 述 印 ”"。 这 是 一 种 可 能 性 的 解释 ,而 针对 特定 细菌 功能 群 多 样 性 的 研究 可 能 会 提供 进一步 
的 实验 证 据 。 同 时 , 相 比 传统 指纹 图 谱 ( DGGE , PLFA) 技术 ,单个 样本 的 高 测序 通 量 及 各 分 类 水 平 正 的 高 灵 
敏 度 使 得 高 通 量 测序 在 环境 微生物 研究 中 发 挥 着 越 来 越 重 要 的 作用 。 虽然 ,高 通 量 测序 在 广度 、 深 度 及 分 
状 率 上 提高 了 多 样 性 分 析 水 平 , 并 能 够 从 整体 群落 层次 上 分 析 微 生物 遗传 多 样 性 ,但 是 ,高 通 量 测序 得 到 
的 海量 的 序列 数据 可 能 不 利于 清晰 闻 释 不 同 生态 过 程 下 的 微生物 群落 结构 的 差异 ,这 可 能 是 本 研究 中 克 
隆 整 合作 用 并 没有 对 根 际 土壤 细菌 群落 结构 产生 显著 性 影响 的 为 一 种 解释 。 

克隆 整合 显著 促进 了 日 夹 竹 让 瑚 分 株 ( 远 端 分 株 , 近 端 分 株 ) 的 根 际 土壤 C 有 效 性 ,进而 提高 了 根 际 微 生 
物 生物 量 。 高 通 量 测序 能 够 较为 全 面 .准确 地 反映 根 际 细 阔 数量 活性 变化 影响 的 土壤 细菌 群落 结构 ,并 能 够 
从 整体 细菌 群落 水 平反 映 生 物 多 样 性 。 海 量 的 序列 数据 可 能 不 利于 清晰 闻 释 不 同 生 态 过 程 下 的 微生物 群落 
结构 差异 。 微 生物 多 样 性 与 土壤 生态 系统 功能 实现 间 关 联 人 研究 的 重点 在 于 探讨 多 样 性 与 微生物 群落 结构 之 
间 的 关系 以 及 群落 结构 与 功能 之 间 的 关系 “。 因 此 ,特定 功能 群 (specific functional group ) 的 定量 化 与 高 通 
量 测序 相 结 合 ,外 定 丰 度 较 低 但 发 挥 至 关 重 要 功能 的 微生物 种 群 ,可 能 为 微生物 生态 学 的 研究 提供 新 的 思路 。 


致谢 :感谢 四 川 农业 大 学 风景 园林 学 院 刘 光 立 老师 .小麦 所 绢 远 喘 老师 在 后 期 数据 分 析 中 提供 的 帮助 。 
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